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© Precede et disposltif de sSquengage d'un polynucleotide. 



© L'invention est relative a un dispositif de sequengage automatique d'un polynucleotide tel qu'un gene. 

II comprend en combinaison un substrat pnSsentant une surface dont la rugoslt^ est de I'ordre d'un diametre 
atomique, des moyens (1) d'analyse ponctuelle de ladlte surface ayant une resolution inferieure a un diametre 
atomique, des moyens (12, 13) pour reconstituer les formes a partir des donnees de ('analyse, des moyens (14) 
pour reconnaitre lesdites formes, et des moyens (15) pour m^moriser I'information ainsi obtenue. 



4^ 



^^ j-Baloyoge Y 



CM 
00 
CO 

s 



O- 

UJ 



FIG.1 



• ]p y | * Sonde -— *[ 



Echantillag* 

1 — -i 1 


4 


Reconstiturion 







Reconnaissance 



jM»rnr>riso(ion yj -[g 



; Copy Centre 



EP 0 404 682 A2 



Precede et disposltlf de sequengage d'un polynucleotide 



La presente invention concerne un procede et un dispositif de sequengage d'un polynucleotide tel 
qu'un gene. 

On sait que ('information genetique propre a chaque etre vivant, son genome, est contenue dans ses 
chromosomes, lesquels sont constituds de longues chaTnes d'acides nucleiques ayant la structure generate 
suivante : 



3' 




ou P est le groupement phosphoryle, S est un ribose dans les acides ribonucleiques (ARN) ou un 
desoxyribose dans les acides desoxyribonucleiques (ADN), et ou les groupes sont des bases azotees. 

Tous ces acides sont done constitues par un enchatnement de nucleotides possedant soit une base 
purique (adenine ou guanine), soit une une base pyrimidique (cytosine ou I'uracile dans I'ARN et cytosine 
ou thymine dans I'ADN). 

Le sequencage d'un fragment d'acide nucleique est I'operation consistant a determiner la succession 
des bases des nucleotides dont il est constitue. 

Ce s^quencage est particulierement utile, notamment pour une meilleure connaissance des maladies 
d'origine genetique, mais egalement dans tous les domaines du genie genetique donl les applications sont, 
on le sait, de plus en plus nombreuses. 

Tous les precedes de sequengage actuellement connus, meme s'ils sont fiables, presentent I'inconve- 
nient de relever dBS techniques du genie genetique, et par consequent d'etre toujours tres lents et 
fastidieux, ce qui est un handicap considerable lorsque Ton songe que le g6nome humain par example, 
e'est-a-dire I'ensemble de ses genes, est constitue' d'environ trois milliards de nucleotides. 
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Les principales mSthodes de sequengage utilisees sont' des methodes manuelles derivees soit de la 
methode de SANGER soit de la methode MAXAM-G I LBERT. 

Ces procedes sont maintenant bien au point. Mais si des kits de sequengage fondes sur ces principes 
existent dans le commerce, ils sont neanmoins lourds a mettre en oeuvre, lents a realiser du fait de I'etape 
d'electrophorese. Ils presentent en outre I'inconvenient de necessiter la multiplication du fragment que Ton 
souhaite sequencer afin d'en obtenir une quantity suffisante pour I'ensemble des operations a realiser. 

On a done cherche a automatiser les procedes de sequengage. 

L'un de ces procedes automatiques utilise des marqueurs fluorescents caracteristiques de chaque 
base. 

On decoupe comme precedemment le brin que Ton souhaite sequencer, et on fait migrer les fragments 
ainsi obtenus dans un seul gel d'electrophorese eclaire a I'aide d'un laser a argon. II suffit par consequent 
d'enregister au passage de chaque fragment, la couleur de ce fragment pour en deduire la base a laquelle 
il correspond. 

Toutefois, on doit la encore proceder a un clonage du brin a sequencer, a son decoupage en 
fragments et a un proced§ d'electrophorese. 

La presente invention vise a pallier ces inconvenients en fournissant un procede automatique de 
sequengage d'un polynucleotide qui ne necessite pas de clonage de ce fragment, qui s'affranchit des 
procedes d'electrophorese, et qui soit en outre non destructif. ce qui presente I'avantage qu'il peut §tre 
repete plusieurs fois a des fins de verification. 

A cet effet, I'invention a tout d'abord pour objet un procede de sequengage automatique d'un 
polynucleotide tel qu'un gene, caracterise par le fait que Ton dispose ledit polynucleotide sur un substrat 
dont la rugosite de surface est de I'ordre d'un diametre atomique, que Ton effectue une analyse ponctuelle 
de la surface du substrat portant ledit polynucleotide avec une resolution inferieure a un diametre atomique, 
que Ton reconstitue la forme de chaque base successive dudit polynucleotide a partir des donnees 
recueillies au cours de I'analyse, que Ton reconnait ladite forme, et que Ton memorise I'information ainsi 
obtenue. 

Le procede selon I'invention repose par consequent sur une detection directe de la forme de chaque 
base successive du fragment a sequencer, sur la determination de cette forme, et sur sa reconnaissance 
automatique. 

La distinction entre un noyau purique et un noyau pyrimidique ne presente pas de difficulte puisqu'un 
noyau purique se presente sous la forme du cycle a neuf atomes ci-dessous: 



Les bases thymine se distinguent des bases cytosine par la presence, dans les premieres, du radical 
methyle place en Cs. De meme, les bases guanine se distinguent des bases adenine par la presence, dans 
les premieres, d'un atome d'azote place en C2. 

On pourra egalement, afin de rendre cette distinction plus aisee, ajouter un marqueur caracteristique 
sur I'une des deux bases de type purique et I'une des deux bases de type pyrimidique du polynucleotide a 
sequencer. 

Dans le cas d'un fragment d'acide desoxyribonucleique on pourra ainsi marquer soit les bases adenine 
soit les bases thymine d'une part, et soit les bases cytosine soit les bases guanine d'autre part. 

Le procede selon I'invention est done un procede purement physique eliminant par voie de consequen- 




et le noyau pyrimidique sous la forme du cycle a six atomes ci-dessous: 
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ce les inconvenients des precedes traditionnels. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, I'analyse ponctuelle precitee s'effectue en 
balayant ladite surface avec une resolution inferieure a un diametre atomique a I'aide d'une sonde, par 
exemple la sonde d'un microscope a effet tunnel ou a force atomique, apte a detecter une denivellation par 
s rapport a la surface inferieure a un diametre atomique, et en reconstituant la forme de chaque base 
successivement rencontree au cours du balayage a partir des donnees de ce balayage. 

Le microscope a effet tunnel est connu. On n'en rappellera done que brievement le principe de 
fonctionnement 

Si Ton approche une sonde suffisamment fine a proximite immediate d'une surface, et si I'on applique 
io une difference de potentiel entre la sonde et la surface, il nait un courant electrique par effet tunnel, ce 
courant Electrique dependant tres fortement de la densite electronique au niveau de la pointe de la sonde, 
e'est-a-dire de la distance entre cette pointe et la surface. 

Le microscope a effet tunnel consiste par consequent a provoquer un balayage en X et Y de la surface 
a analyser a I'aide d'une sonde, par exemple a I'aide de dispositifs piezo-electriques. et au cours de ce 
rs balayage, a deplacer la sonde verticalement en Z, egalement a I'aide d'un dispositit piezo-electrique, de 
maniere a obtenir un courant d'intensite constante. La tension d'asservissement pour obtenir cette intensite 
constante est done representative des denivellations rencontrees au cours du balayage. 

II est bien entendu possible de balayer a I'aide de la sonde I'ensemble du substrat sur lequel est 
dispose le fragment a sequencer. 
20 Toutefois, afin d'obtenir une analyse plus rapide, il est possible de piloter le balayage en X et en Y. de 
maniere a suivre ce fragment, par exemple en arretant le balayage primaire a une certaine distance telle 
que 100 nm ou 1 micron apres le debut d'un parcours monotone sur la surface du substrat, qui peut etre 
constltue par un cristal presentant une surface sensiblement sans defaut. 

II est encore possible plus simplement, de disposer le fragment danr une rainure tormee dans le 
26 substrat. et d'effectuer I'analyse uniquement sur la largeur de cette rainure. 

On peut notamment disposer le polynucleotide sur le substrat en le faisant migrer par gradient de 
potentiel dans une solution baignant ce substrat. 

On peut dans ce cas, afin d'etaler le polynucleotide pour faciliter la reconnaissance de forme, accrocher 
une de ses extremites en un point du substrat, par exemple en greffant a cette extremity et sur le substrat 
so des groupes fonctionnels qui, soit portent des charges eiectrostatiques, soit sont susceptibles de former 
une liaison covalentes. 

De preference dans les deux cas on greffe en fait le groupement fonctionnel a I'extremite d'une 
sequence predeterminee synthetisee elle-meme a I'extremite du polynucleotide a sequencer proprernent 
dit. 

35 On peut aussi greffer un groupe fonctionnel de charge opposee a I'extremite More du polynucleotide. 

II est egalement possible d'effectuer reiongation et la migration du polynucleotide, en le placant dans le 
courant d'un fluide dont on contrfile la vitesse de deplacement. 

Cette vitesse depend du fluide utilise. Elle sera par exemple plus importante avec un gaz, comme de 
I'air, qu'avec un liquide comme par exemple de I'eau. 
40 II s'agit de communiquer au polynucleotide une energie cinetique suffisante pour etaler le polynucleoti- 
de, tout en minimisant les risques de sa fragmentation. 

Le polynucleotide est place dans une rainure du substrat qui va servir a son analyse. 
Une des extremites du polynucleotide est solidarisee, par exemple avec le substrat. La rainure est 
couverte avec une lamelle, de fagon a constituer un canal d'ecoulement du fluide. 
45 Une piece en forme d'entonnoir, comportant une ouverture permettant le passage du fluide est placee a 
I'entree du canal pour permettre I'injection du fluide. 

On procede a l'injection du fluide pendant une periode de temps suffisante pour obtenir reiongation 
desiree. Une fois i'elongation desiree atteinte, on enleve la piece en forme d'entonnoir et la lamelle et I'on 
poursuit les operations de sequengage. 
so II est egalement possible d'effectuer reiongation du polynucleotide par centrifugation. 

On utilisera de preference pour le sequengage un polynucleotide monobrin afin de rendre plus aisee la 
reconnaissance de forme. 

On peut a cet effet partir d'un polynucleotide double-brin, et apres accrochage de son extremite 
separer les deux brins, couper I'un des brins a son extremite, et poursuivre la migration de ce dernier brin 
55 jusqu 'a son eloignement complet du brin restant accroche. 

La sequence synthetisee entre I'extremite du polynucleotide et le groupement fonctionnel repond a un 
certain nombre de fonctions. 

Tout d'abord elle permet la reconnaissance du sens de lecture de 5' vers 3' ou inversement. 
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Par ailleurs elle permet I'ldentification du premier nucleotide significatif du brin a lire. 
Elle permet egalement une liaison covalente avec le groupe fonctionnel d'accrochage greffe a son 
extremite. 

Dans le cas oCi I'on part d'un polynucleotide double brin, elle permet en outre une coupure specifique 
5 d'un des brins par un enzyme de restriction adapti. 

Enfin, elle permet une certaine flexibility entre le groupe fonctionnel et le polynucleotide. 

Le polynucleotide, la sequence synth6tis6e et le groupe fonctionnel peuvent etre soit deposes 
directement sur le substrat en un emplacement precis a I'aide d'une micro-pipette, soit accrochSs 
directement par i'interm£diaire des groupes fonctionnels par trempage du substrat dans une solution 
10 contenant un grand nombre de polynucleotides identiques. 

Dans le premier cas la micro-goutte est par exemple disposed dans une rainure de quelques microns 
de largeur, et possedant une profondeur d'environ 100 nanometres. 

La rainure est remplie d'une solution conductrice. 

A chaque extremity se trouve une Electrode relive a une source de tension, de telle sorte qu'un champ 
75 eiectrique de polarite convenable s'etablisse dans la solution entre les electrodes. 

Sous I'effet du champ eiectrique, l'ensemble constitue par le polynucleotide (charge au prealable en 
consequence), la sequence d'accrochage et le groupe fonctionnel, migre vers le pole de signe oppose a la 
polarisation du polynucleotide. 

Au passage de la barriere constituee des groupes fonctionnels fixes sur le substrat, le groupe 
20 fonctionnel mobile fixe au polynucleotide forme une liaison eiectrostatique ou covalente, et reste par 
consequent accroche au groupe fonctionnel fixe. Apres cet accrochage, le reste du polynucleotide continue 
a s'etirer sous I'effet du champ eiectrique. 

Une fois reiongation terminee, et dans le cas od I'on est parti d'un polynucleotide double brin, on 
chauffe de maniere a denaturer les liaisons de ce double brin, les deux monobrins en resultant restant 
25 accroches au groupe fonctionnel. 

On fait agir ensulte un enzyme de restriction specifique d'un brin de la chaTne d'attache afin de couper 
un de ceux-cl. En maintenant la difference de potentiel, on poursuit la migration du polynucleotide monobrin 
detache jusqu'a son eioignement complet du monobrin restant attache au substrat. 

Dans le cas d'un accrochage direct sur la surface, on utilise le mime mecanisme d'eiongation, mais on 
30 evite la difficulty conslstant a placer de facon tres precise la micro-goutte sur le substrat. 

Par contre il est necessaire de multiplier au prealable le polynucleotide a sequencer afin d'obtenir une 
probability d'accrochage raisonnable des groupes fonctionnels lies au substrat d'une part et au polynucleo- 
tide d'autre part. 

Dans les deux cas on evapore ensuite lentement la solution soit par micro-succion du solvant, soit par 
35 chauffage, soit en utilisant les deux procedes. 

La presente invention a egalement pour objet un dispositif de sequengage automatique d'un polynu- 
cleotide tel qu'un gene, caracterise par le fait qu'il comprend en combinaison un substrat dont la rugosite 
de surface est de I'ordre d'un diametre atomique, des moyens d'analyse ponctuelle de ladite surface ayant 
une resolution interieure a un diametre atomique, des moyens pour reconstituer les formes des bases 
40 successives dudit polynucleotide a partir des donnees de Panalyse, des moyens pour reconnaltre lesdites 
formes, et des moyens pour memoriser I'information ainsi obtenue. 

Les moyens d'analyse peuvent notamment comprendre un sonde apte a detecter une denivellation par 
rapport a ladite surface inferieure a un diametre atomique, et des moyens de balayage pour amener ladite 
sonde a balayer ladite surface avec une resolution inferieure a un diametre atomique, par exemple la sonde 
46 et les moyens de balayage d'un microscope a effet tunnel. 

Bien entendu, des moyens d'analyse plus grossiers, ayant par exemple une resolution de I'ordre de la 
dizaine de nanometres, pourront etre utilises en premier lieu pour localiser le polynucleotide sur le substrat. 

Comme on I'a vu ci-dessus, le substrat est de preference un substrat crlstallin tel que du graphite 
presentant une surface sensiblement sans defaut, et peut comporter une rainure pour loger le polynucieoti- 
50 de et faciliter le balayage. 

Le substrat peut egalement comporter des reperes graves a des intervalles predetermines le long de la 

Ces reperes permettent d'effectuer successivement plusieurs' cycles de balayage, chaque cycle 
couvrant une longueur donnee de la rainure, et de se recaler d'un cycle a I'autre. 
65 Le substrat peut egalement comprendre des moyens d'accrochage et d'etalement du polynucleotide a 
sequencer. 

Les moyens de reconstitution et de reconnaissance de forme peuvent dans un mode particulier de 
I'invention comprendre une unite de traitement agencee pour reconstituer la surface en trois dimensions, et 
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des moyens de reconnaissance de formes tridimensionnelles. 

On connait des precedes permettant de reconstituer une surface en trois dimensions a partir des 
coordonnees dans ces trois dimensions d'un ensemble de points de cette surface. On connalt egalement 
des moyens de reconnaissance de formes tridimensionnelles, (les sous-unites ribose et base restent dans 
5 une configuration spatiale rigide bien determinee). 

Dans un autre mode de realisation, les moyens de reconstitution et de reconnaissance de forme 
comprennent une unite de traitement agencee pour reconstituer une image en plan de la surface, des 
moyens de traitement d'images, et des moyens de reconnaissance d'images. 

Dans ce cas, on forme par consequent a partir des donnees de I'analyse de la surface, et du 
w polynucleotide qu'elle supporte, une image en plan de cette surface (qui peut bien entendu n'§»re 
constituee que d'une succession de pixels dans la memoire d'un ordinateur), on traite cette image de 
maniere a isoler les atomes des bases successives du polynucleotide en eliminant les atomes du substrat 
ainsi que ceux des groupements desoxyribose (ou des groupements ribose dans le cas d'ARN) et ceux des 
groupements phosphoryle. Les images des bases successives ayant ainsi ete reconstitutes, on peut les 
15 reconnaftre automatiquement. 

[.'invention a aussi pour objet un procede d'obtention d'une macromolecule caracterise par le fait qu'il 
comporte les etapes consistant a : 

- sequencer un polynucleotide par un procede selon la presente invention, 

- identifier un gene de ce polynucleotide correspondent a ladite macromolecule, 

20 - fabriquer le gene identifie. en utilisant les elements obtenus lors de I'etape de sequengage du 
polynucleotide. 

On decrira maintenant a titre d'exemple non limitatif un mode de realisation particulier de I'invention en 
reference aux dessins annexes dans lesquels : 

-La figure 1 est un schema d'ensemble du dispositif selon I'invention, 
25 -La figure 2 est une vue schematique en perspective du substrat, du polynucleotide et de la sonde. 

-La figure 3 est une vue de dessus a tres grande echelle de la rainure du substrat et du 
polynucleotide. 

-La figure 4 reprtsente I'enregistrement effectue par le microscope a effet tunnel, et 
-La figure 5 repr^sente I'image obtenue apres traitement du signal delivre par le microscope. 
30 La figure 1 reprgsente d'une maniere generate en 1 un microscope a effet tunnel. Ce microscope 
comprend une sonde 2 constitute par une aiguille dont I'extremite forme une pomte monoatomique et dont 
les defacements sont assures au moyen de cristaux piezo-electriques Px, P Y et P z 

Les cristaux P x et P Y sont commandos respectivement par une unite 3 de balayage en X, et une unite 4 
de balayaga en Y. 

36 Le cristal pi6zo-electrique P z est command^ par un asservissement 5 tendant a maintenir constant le 
courant qui circule entre la sonde 2 et soit le substrat soit le polynucleotide 16 (figure 2) lorsqu'une 
difference de potentiel est appliquee entre cette sonde et le substrat ou le polynucleotide. 

Les coordonnees X, Y et 2 de I'extrSmite' de la sonde 2 sont echantillonnees dans un echantillonneur 
10 dont la sortie est appliquee en entree d'une unite de traitement 1 1 . 
40 L'unite de traitement 11 se compose essentiellement d'un module 12 de reconstitution de I'image, d'un 
module de traitement d'images 13, et d'un module de reconnaissance 14. 

Le module 12 permet a partir des donnees echantillonnees de reconstituer une image en plan de la 
surface du substrat et du fragment d'acide nucltique qui y est depose\ 

L'unite de traitement 13 vise a eiiminer de I'image ainsi obtenue, I'image des atomes du substrat et des 
45 atomes des groupements phosphoryle et ribose ou desoxyribose de sorte que ne restent sur I'image que 
les noyaux puriques ou pyrimidiques ainsi que les atomes du marqueur eventuellement utilise" pour 
distinguer les deux bases de type purique I'une de I'autre ainsi que les deux bases de type pyrimidique. 
Ceci peut etre obtenu a I'aide d'un programme de traitement d'images comme il en existe dans de 
nombreux domaines techniques, 
so Enfin le module 14 de reconnaissance a pour fonction de reconnaitre successivement chaque base. 

Le resultat ainsi obtenu est memorise dans une unite de memorisation 15 qui conlient par consequent a 
la fin de I'operation. la sequence des bases du polynucleotide sequence par le procede selon I'invention. 

Dans le cas present, le substrat 6 est constitue par un cristal de graphite obtenu par example par 
epitaxie, de sorte que sa surface 17 ne present© pas de defaut. 
55 Une rainure 18 est formee a la surface 17 du substrat 6 par les techniques connues en microeiectroni- 
que. 

En outre des reperes 19 sont graves a intervalles reguliers le long de la rainure egalement par des 
moyens connus. 
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Le substrat comporte par ailleurs un puits (non represent^) a chaque extremite de la rainure 18 afin 
d'immerger deux Electrodes permettant de creer un champ electrique dans une solution baignant ces pults 
et la rainure. 

La rainure peut par exemple presenter une largeur d'environ 2 microns pour une profondeur d'environ 
5 100 nanometres. 

Enfin le fond de la rainure est dope sous la forme d'une bande perpendiculaire a la rainure et d'une 
largeur d'environ 100 nonometres, soit d'une charge electrostatique, soit de groupes fonctionnels presentant 
une forte reactivrte avec les groupes fonctionnels greffes en extremite du polynucleotide. 

L'obtention de la charge electrostatique peut etre obtenue soit par arrachement d'electrons realises 
w directement avec un microscope a effet tunnel, soit par le depot d'une couche moleculaire d'une molecule 
ou ie depSt d'une macromolecule charged ou d'un amas de molecules chargees. 

On deposera par exemple une couche monomoleculaire de forme generate CH 3 (CH 2 )„. 2 COOH avec n 
compris entre 16 et 22, cette couche monomoleculaire recevant des groupes fonctionnels inseres en 
surface (technique de Langmuir - Blotgett). 
76 Une micro-goutte 21 est deposee dans la rainure 18 en amont de la barriere 20 dans le sens de 
migration, dans une solution baignant la rainure. 

Cette micro-goutte contient le polynucleotide a sequencer 22 a une extremite duquel a 6te synthase" 
un fragment 23 de sequence connue, et un groupement fonctionnel 24 charge positivement. 

Du fait du champ electrique regnant dans la solution qui baigne la rainure, la micro-goutte se deplace 
20 vers la barriere 20 qui, dans le cas present est chargee positivement. 

Le groupement 24 est par consequent retenu en amont de la barriere 20, le polynucleotide 22 
continuant a s'etirer en aval de cette barriere. 

Dans le cas ou le polynucleotide est un double brin, on procede comme decrit precedemment, afin de 
separer les deux brins, et on evapore la solution baignant la rainure. 
25 On amene alors I'extremite de la sonde 2 au voisinage du fond de la rainure, et on opere avec cette 
sonde un balayage primaire en X sur la largeur de la rainure 18, et un balayage secondare en Y en 
maintenant constante la distance.de la pointe de la sonde 2 a la surface. 

On obtient alors un enregistrement du type de celul represents a la figure 4. 

On echantlllonne au fur et a mesure du balayage les valeurs de X, Y et Z avec une precision qui, dans 
30 I'etat actuel de la technique peut §tre de I'ordre de 0,1 angstrom, et on entre les donnees ainsi obtenues 
dans I'unite" de traitement. 

Apres traitement on obtient une image telle que celle representee a la figure 5 et peut §tre reconnue 
par le module 1 4 de reconnaissance de forme. 

Le procEde - selon I'invention permet par. consequent d'analyser extremement rapidement un long 
35 fragment d'acide nucleique. Le traitement des donnees recueillies peut s'effectuer en temps reel, auquel 
cas avec les techniques actuelles de reconnaissance de formes le balayage doit etre relativement lent, mais 
une autre possibility consiste a ne realiser ie traitement qu'en temps differe, auquel cas I'analyse peut etre 
effectuee a grande v'rtesse. 

Enfin on notera que ce procede est non destructif et que Ton peut par consequent realiser autant de 
40 contrSles qu'on le souhaite sur le meme echantillon. 

Diverses variantes et modifications peuvent bien entendu etre apportees a la description qui precede 
sans sortir pour autant du cadre ni de I'esprit de I'invention. 



46 Revendlcations 

1. Procede de sequencage automatique d'un polynucleotide tel qu'un gene, caracte>is6 par ie fait que 
Ton dispose ledit polynucleotide sur un substrat dont la rugosite de surface est de I'ordre d'un diametre 
atomique, que I'on effectue une analyse ponctuelle de la surface du substrat portant ledit polynucleotide 

so avec une resolution inferieure a un diametre atomique, que I'on reconstitue la forme de chaque base 
successive dudit polynucleotide a partir des donnees recueillies au cours de I'analyse, que I'on reconnait 
ladite forme, et que I'on memorise ^information ainsi obtenue. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise par ie fait que, pour effectuer ladite analyse ponctuelle, 
on balaye ladite surface avec une resolution inferieure a un diametre atomique a I'aide d'une sonde apte a 

ss detecter une denivellation par rapport a la surface inferieure a un diametre atomique, et on reconstitue la 
forme de chaque base successivement rencontree au cours du balayage a partir des donnees de ce 
balayage. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise par le fait que I'on balaye ladite surface a I'aide de la 
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sonde d'un microscope a. effet tunnel. 

4. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise par ie tait que I'on dispose 
ledit polynucleotide dans une rainure formee dans ledit substrat, et que I'on effectue I'analyse uniquement 
sur la largeur de ladite rainure. 
5 5. Procede selon la revendication 4, caracterise par le tait que I'on dispose Ie polynucleotide sur le 
substrat en le faisant migrer par gradient de potentiel dans une solution baignant ce substrat. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise par le fait que I'on accroche une extremite du 
polynucleotide en un point du substrat. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise par le fait que, pour accrocher ladite extremite du 
70 polynucleotide, on greffe a cette extremite et audit point du substrat, des groupes fonctionnels portanl des 

charges electrostatiques. 

8. Procede selon la revendication 6, caracterise par le fait que, pour accrocher ladite extremite du 
polynucleotide, on greffe a cette extremite et audit point du substrat, des groupes fonctionnels susceptibles 
de former une liaison covalente. 

?5 9. Procede selon I'une quelconque des revendications 7 et 8, caracterise par le fait que i'on greffe ledit 
groupement fonctionnel a I'extremite d'une sequence predeterminee synthetisee a I'extremite du polynu- 
cleotide a sequencer proprement dit, 

10. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, caracterise par le fait que ledit 
polynucleotide est un oolynucleotide monobrin. 

20 11. Procede selon I'ensemble des revendications 6 et 10, caracterise par le tait que Ton part d'un 
polynucleotide double brin et qu'apres accrochage de son extremite, on separe les deux bnns, on coupe 
I'un des brins a son extremite, et on poursuit sa migration jusqu'a son eloignement complet du brin restant 
accroche. 

12. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterise par le fait que ledit substrat 
25 est un substrat cristallin presentant une surface sensiblement sans defaut. 

13. Dispositif de sequencage automatique d'un polynucleotide tel qu'un gene, caracterise par le fait 
qu'il comprend en combinaison un substrat (6) presentant une surface (17) dont la rugosite est de I'ordre 
d'un diametre atomique, des moyens (1) d'analyse ponctuelle de ladite surface ayant une resolution 
Infeneure a un diametre atomique, des moyens (12,13) pour reconstituer les formes a partir des donnees 

30 de I'analyse, des moyens (14) pour reconnaitre lesdites formes, et des moyens (15) pour memoriser 
I'information ainsi obtenue. 

14. Dispositif selon la revendication 13, caracterise par le fait que lesdits moyens d'analyse compren- 
nent une sonde (2) apte a detecter une denivellation par rapport a ladite surface inferieure a un diametre 
atomique, et des moyens de balayage (3.4) pour amener ladite sonde a balayer ladite surface avec une 

35 resolution inferieure a un diametre atomique. 

15. Dispositif selon la revendication 13, caracterise par le fait que ladite sonde et lesdits moyens de 
balayage sont la sonde et les moyens de balayage d'un microscope a effet tunnel (1 ). 

16. Dispositif selon I'une quelconque des revendication 13 a 15, caracterise par le fait que ledit substrat 
est un substrat cristallin presentant une surface sensiblement sans defaut. 

40 17. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 13 a 16, caracterise par le fait que ledit 
substrat comporte une rainure (1 8). 

18. Dispositif selon la revendication 17, caracterise par le fait que ledit substrat comporte des reperes 
(19) graves a des intervailes predetermines le long de ia rainure. 

19. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 13 a 18, caracterise par le fait que le substrat 
45 comprend des moyens (20) d'accrochage et d'etalement de polynucleotide. 

20. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 13 a 18, caracterise par le fait que lesdits 
moyens de reconstitution et de reconnaissance de formes comprennent une unite de traiternent (12) 
agencee pour reconstituer une image en plan de la surface, des moyens (13) de traiternent d'images et des 
moyens (14) de reconnaissance d'images. 

so 21. Procede d'obtention d'une macromolecule caracterise par le fait qu'il comporte les etapes consis- 
tent a : 

- sequencer un polynucleotide par un procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 12. 

- identifier un gene de ce polynucleotide correspondant a la dite macromolecule, 

- fabriquer le gene identifie. en utilisant les elements obtenus lors de I'etape de sequengage du 
55 polynucleotide. 
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